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1   UVOD                      
Uporaba celičnih terapij se je dvignila v ospredje pristopov za zdravljene raka. Napredek v 
sintezni biologiji in molekularnih tehnikah genskega prenosa omogoča relativno hitro in 
učinkovito modifikacijo imunskih T celic. Sintetične T celice z izraženimi himernimi antigen 
receptorji so dosegle izjemne dosežke pri odpravljanju na kemoterapijo rezistentne 
limfoblastične levkemije (Lee in sod., 2015), kronične limfocistične levkemije (Porter in sod., 
2011) in ne-Hodgkinvega limfoma (Kochenderfer in sod., 2015). Ameriška zvezna uprava za 
hrano in zdravila (FDA) je leta 2017 odobrila CAR-T celično terapijo za zdravljenje 
refraktarnega limfoma. Zaradi visokega potencial a imunoterpije za zdravljenje raka se  
razvija široka paleta različno modificiranih CAR T celic. 
 
Himerni antigenski receptorji (CAR, angl. Chimeric antigen receptors) so sintezno ustvarjeni 
receptorski proteini, ki dajo limfocitu T, v katerega so vneseni, možnost vezave na specifičen 
antigen, ki ga na svoji površini izražajo rakave celice. CAR receptorji so običajno zgrajeni iz 
izvencelične antigen vezavne domene, ki je povezana na znotrajcelično vezavno domeno. Ob 
vezavi antigena z receptorjem pride do aktivacije CAR T celice, ki posledično prične z 
izločanjem citokinov ali aktivacija njenega citotoksičnega delovanja. Sledi močan odziv 
drugih imunskih celic in uničenje rakavih celic.  
 
Kljub obetavnosti celične terapije prihaja do z njo povezanih neželenih učinkov, ki lahko v 
hujših primerih rezultirajo v smrti bolnikov. Glavna med njimi sta sindrom sproščanja 
citokinov in nevrotoksičnost. Zaradi nepopolnega poznavanja patogeneze teh procesov je 
preprečevanje nastanka in zdravljenje simptomov lahko težavno. Razvijajo se nove strategije 
za zdravljenje neželenih učinkov in za samo modifikacijo CAR, ki bi naredile celično terapijo 
varnejšo za uporabo. Zaenkrat se kot najobetavnejša kaže tarčna aktivacija CAR T celic, ki 
omogoča aktivacijo strogo samo ob tumorskem tkivu in upravljanje aktivacije z vklapljanjem 
in izklapljanjem himernih antigen receptorjev. 
 
Namen diplomskega dela je predstaviti neželene učinke zdravljenja s CAR T celično terapijo 
in možne strategije za njihovo premagovanje. Povzeli bomo zgradbo in delovanje CAR T 
celic, nato pa se osredotočili na pregled neželenih učinkov terapije ter opis možnih rešitev za 
varno uporabo, ki se že uporabljajo, ali pa so še v fazah raziskav. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pleško E. Premoagovanje neželenih učinkov povezanih s celično terapijo CAR-T. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
2 
 
2    ZGRADBA IN DELOVANJE HIMERNIH ANTIGEN RECEPTORJEV 
Himerni antigenski receptorji so fuzijski proteini, ki jih sestavlja več domen in sicer 
izvencelična antigen vezavna domena, izvencelični povezovalni peptid (ang. Spacer), 
transmembranska domena in znotrajcelična signalna domena. Druga in tretja generacija CAR 
proteinov vsebuje še ko-stimulatorno domeno (slika 1) (Sadelian in sod., 2013). 
 
Slika 1: Struktura himernega antigen receptorja: CAR so sestavljeni iz izvencelične antigen vezavne domene 
(linker, lahka in težka veriga), izvencelične vezavne domene (spacer), transmembranske domene, ko-
stimulatorne domene in znotrajcelične signalne domene (prirejeno po Sun in sod., 2018). 
2.1  IZVENCELIČNA ANTIGEN VEZAVNA DOMENA 
To je enoverižni variabilni fragment protitelesa sScFv (single chain variable fragment), ki je 
sestavljen iz variabilne težke verige, fleksibilnega linkerja in variabilne lahke verige. Je 
izvencelična domena. Za razliko od T celičnega receptorja (TCR), lahko sScFv domena 
prepozna in veže katerikoli tip površinskih antigenov  tarčne celice vključno s proteini (npr. 
CD19), ogljikovodiki (npr. Lewis-Y) in glikolipidi (npr. GD2). sScFv domene pridobljene iz 
nehumanih monoklonskih protiteles (npr. protitelo miši, primata, zajca … ) lahko izzovejo 
imunski odziv pri pacientu. Posledica imunogenosti je lahko neugodna farmakokinetika in 
toksični stranski učinki.  Poleg tega pride do zmanjšanja števila CAR-T celic v pacientu, kar 
zmanjša učinkovitost terapije (Lamers in sod., 2011). Da bi zmanjšali tveganje imunogenosti, 
uporabljajo sScFv regije, pridobljene iz humaniziranih protiteles ali iz človeških 
monoklonskih protiteles (Sommermeyer, 2017).   
2.2  IZVENCELIČNA POVEZOVALNA VERIGA 
Izvencelična povezovalna veriga (angl. spacer) povezuje scFv domeno s transmembransko 
domeno. Regija je fleksibilna, da olajša vezavo antigena. Za uspešno vezavo je pomembna 
tudi dolžina povezovalne verige. Običajno se pri dizajniranju izvencelične verige uporabljajo 
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t.i. “hinge” zaporedje CD8a ali CD28 ali pa Fc domeno imunoglobulinov (IgG1 ali IgG4). 
Povezovalne domene pridobljene iz CD28 in CD8a so dolge približno 40 aminokislin in 
nimajo definirane sekundarne strukture. Povezovalne verige na podlagi Fc domene so lahko 
dolgi več kot 200 aminokislin in ohranjajo terciarno strukturo imunoglobulinov. Kljub temu, 
da imajo večje število aminokislin, zaradi njihovega zvitja niso nujno daljše od iz CD8a in 
CD28 pridobljenih domen (Guest, 2015; Almasbak in sod., 2015). 
2.3  TRANSMEMBRANSKA DOMENA 
Povezuje izvencelični del z znotrajceličnim in prispeva k stabilnosti CAR. Domena je 
postavljena v hidrofobno okolje, zato je sestavljena iz nepolarnih aminokislin (približno 20), 
katerih sekundarno strukturo večinoma tvorijo alfa vijačnice. Običajno so transmembranske 
domene pridobljene iz zaporedij CD4, CD8a ali CD28 (Bridgeman in sod., 2010). 
2.4  ZNOTRAJCELIČNA SIGNALNA DOMENA 
Posreduje signal iz receptorja in aktivira T celico. Pri prvi generaciji CAR T celic so za 
signalno domeno uporabili znotrajcelični del CD3ζ, ki predstavlja del TCR, ki prenaša signal 
znotraj celice ali FcRg, ki je signalna veriga Fc receptorja. Sicer obe signalni domeni 
vsebujeta ITAM (angl. Immunoreceptor tyrosine-based activation motif),  zaporedij za 
rekrutiranje signalnih elementov, a se razlikujeta v številu ITAM sekvenc in tipu kinaze, ki 
interagira s fosforilirano ITAM (Hamerman in Lanier, 2006). 
2.5  KO-STIMULATORNA DOMENA 
Povzroči povečanje T celične aktivacije, povečanje produkcije citokinov, stimulira 
proliferacijo, diferenciacijo in perzistenco T celic. V drugi generaciji CAR T celic so kot ko-
stimulatorno domeno uporabili CD28 ali 41BB. To je močno povečalo proliferacijo in 
perzistenco in vivo. Čeprav signalizacija preko CD28 in 41BB receptorjev podobno poveča 
CD3ζ signalizacijo in zavira dejavnike za celično smrt, sta si receptorja po strukturi in načinu 
aktivacije zelo različna. CAR T celica s CD28 kaže relativno hitro proliferacijo in veliko 
sekrecijo citokinov, medtem ko CAR T celica s 41BB kaže nekoliko zakasnjen odziv, a 
povečano in vivo perzistenco (Van Der Stegen in sod., 2015). Tretja generacija CAR T celic 
ima združeni dve ko-stimulatorni domeni (CD28 in 41BB) za še večjo aktivnost CAR T celic. 
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Slika 2: Struktura različnih generacij himernega antigen receptorja: Prva generacija vsebuje izvencelično antigen 
vezavno domeno (scFv), izvencelično povezovalno verigo (angl. Spacer), transmembransko domeno in 
znotrajcelično signalno domeno CD3ζ. V drugi generaciji je dodana ena ko-stimulatorna domena, tretja 
generacija vsebuje dve ko-stimulatorne domeni. Četrta generacija CAR vsebuje inducibilno ali konstitutivno 
domeno za dodaten protein, na primer za citokine ali specifične ligande (prirejeno po Sun in sod., 2018). 
2.6  PETA GENERACIJA CAR 
Za optimalno aktivacijo in proliferacijo T celic je potrebnih več signalov in sicer signal T 
celičnega receptorja, signal kostimulatornih domen in signal citokinov. Vendar dosedanji 
konstrukti CAR, ki se trenutno preizkušajo v kliničnih študijah vsebujejo le domeno za TCR 
signal (CD3ζ ) in kostimulatorno domeno (CD28 ali 41BB), ne pa tudi domene ki bi 
spodbudila aktivacijo T celic preko citokinov (Kershaw in sod., 2013). Kagoya in sodelavci 
(2018) so razvili peto generacijo CAR, ki temelji na osnovni strukturi druge generacije CAR z 
dvema novima domenama. Med kostimulatorno domeno CD28 in signalno domeno CD3ζ so 
umestili citoplazemsko domeno pridobljeno iz beta verige IL-2 receptorja. Drugo dodatno 
domeno STAT3/5, ki deluje kot aktivator za JAK-STAT signalno pot in posledično sproži 
aktivacijo T celic preko citokinov, so vezali na C terminalen konec CD3ζ. 
 
Z tema modifikacijama so Kagoya in sodelavci (2018) dosegli boljšo aktivacijo celic, kar je 
povečalo učinkovitost eliminacije tumorjev. Za izboljšanje učinkovitosti antitumorskega 
delovanja se lahko uporabi CAR pete generacije neodvisno od tarčnega antigena. Vendar pa 
avtorji opozarjajo, da niso rešili problema prekomernega sproščanja citokinov, torej bi lahko 
peta generacija CAR v in vivo okolju potencialno povečala možnost razvoja sindroma 
sproščanja citokinov (CRS) in nevrotoksičnosti. 
2.7  PRIPRAVA CAR T CELIC 
Celična terapija s CAR T celicami je specifična oblika zdravljenja, za katero je potrebno T 
celice pripraviti za vsakega pacienta in za vsako obliko raka posebej. Vendar so postopki za 
pripravo celic podobni. 
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Najprej je potrebno izolirati zadostno količino T celic iz krvi pacienta in jih vzpostaviti v in 
vitro kulturi. Do sedaj še ni znano, kateri podtip celic T je najbolj primeren, zato se v 
raziskavah uporabljajo različni podtipi. V naslednjem koraku je potrebno aktivirati T celic. To 
se lahko doseže s specifičnim signalom preko TCR in nespecifičnim kostimulatornim 
signalom preko CD28 ali 41BB ali z uporabo umetnih antigen predstavitvenih celic (angl. 
artificial antigen presenting cells). Pripravi se genski insert za CAR, ki se s pomočjo virusov 
ali nevirusno vnese v T celice. Najbolj pogosti vektorji, ki se uporabljajo za transfekcijo T 
celic so inaktivirani γ-retroviralni vektorji, pridobljeni iz letiviralnih vektorjev. Vektor se v 
človeški genom vgradi semi-naključno. Drugi vektorji, ki jih preučujejo za ta namen so še 
DNA transpozoni in transfekcija preko mRNA. Uspešno modificirane celice je potrebno 
namnožiti, običajno namnoževanje poteka v bioreaktorju.  CAR T celice se nato vstavi nazaj 
v pacienta (Riviere, 2017; Wang in Rivere, 2016). 
3    NEŽELENI UČINKI 
CAR T terapija ima unikaten profil toksičnosti, katerega ni lahko predvideti in oceniti, saj se 
razlikuje z uporabo različnih CAR T modelov. Za razliko od kemoterapije so neželeni učinki 
pri CAR T terapiji bolj specifični, toksičnost se pojavlja na tarči (angl. on-target) in po 
prenehanju delovanja CAR T celic izzvenijo. Zaradi pojavljanja različnih in nepričakovanih 
neželenih učinkov terapije, so morali predčasno zaključiti kar nekaj kliničnih študij. 
3.1  SINDROM SPROŠČANJA CITOKINOV 
Sindrom sproščanja citokinov (angl. Cytokine release syndrome ali CRS) je najpogostejši 
neželeni učinek pri zdravljenju s CAR T celicami (Maude in sod, 2018; Chang in sod., 2016; 
Pan in sod., 2017; Hay in sod., 2017). Do sindroma pride zaradi hitre ekspanzije in aktivacije 
CAR T celic, ki vodi do prekomerne proizvodnje citokinov. Posledično pride do povišanega 
sistemskega vnetnega odziva. 
3.1.1  Simptomi in ocenjevanje sindroma sproščanja citokinov 
Klinični simptomi CRS so lahko različni, od blagih kot so vročina, utrujenost, mialgija, in 
blaga hipotenzija, do resnih kot so vročina višja od 40°C, odpoved dihanja, koagulopatija, 
multiorganska okvara in resna hipotenzija. Simptomi CRS se običajno pokažejo v prvem 
tednu po CAR T infuziji in se nadalje razvijajo še v drugem tednu. Najpogosteje je vročina 
prvi znak CRS. Pri pacientih z resnim CRS se vročina pojavi že zgodaj, njen vrh pa je višji 
kot pri pacientih z blago obliko (Hay in sod., 2017). Najvišje tveganje za razvoj resnega CRS 
imajo bolniki z velikim tumorskim bremenom, s komorbidnostjo in tisti, ki začnejo razvijati 
znake sindroma v prvih treh dneh po infuziji CAR T celic (Lee in sod., 2014). 
 
Za hitro in učinkovito spopadanje s CRS so bile razvite klinične lestvice za ocenjevanje 
resnosti sindroma. Skupina ASBMT (angl. American Society for Transplantation and Cellular 
Therapy) je objavila preprost sistem ocenjevanja, ki razdeli CRS na 4 stopnje (Preglednica 1) 
(Lee in sod., 2018). 
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Preglednica 1: ASBMT ocenjevanje CRS 
CRS parameter Stopnja 1 Stopnja 2 Stopnja 3 Stopnja 4 
Vročina Temperatura ≥ 
38°C 
Temperatura ≥ 
38°C 
Temperatura ≥ 
38°C 
Temperatura ≥ 
38°C 
Hipotenzija Ni prisotna Vazopresorji niso 
potrebni 
Potreben en 
vazopresor 
Potrebnih več 
vazopresorjev 
Hipoksija Ni prisotna Potrebna nosna 
kanila z nizkim 
pretokom kisika 
Potrebna nosna 
kanila z visokim 
pretokom kisika ali 
druga oblika maske 
za dovajanje kisika 
Potrebna dihalna 
stroja CPAP* ali 
BiPAP*, mehanska 
ventilacija 
*BiPAP – dvonivojski pozitivni tlak v dihalnih poteh (angl. bilevel positive airway pressure), CPAP – stalni 
pozitivni tlak v zraku (angl. continious positive airway pressure) 
3.1.2  Patogeneza sindroma sproščanja citokinov 
Prvi dogodek, ki sproži CRS je aktivacija CAR T celic ob stiku s tarčnim antigenom. CAR T 
celice pričnejo sproščati efektorske citokine kot so INFg, TNFa in IL-2. Te molekule 
aktivirajo antigen predstavitvene celice (angl. antigen-presenting cells ali APC) - makrofage, 
monocite in  dendritične celice, ki proizvajajo širok spekter provnetnih citokinov. Posledično 
pride do hipercitokinemije in napredovanja CRS (slika 3) (Mosser in Edwards, 2008). Trije 
najbolj povišani citokini pri sindromu so IL-6, INFg in IL10. Njihove koncentracije se v 
resnih primerih CRS povišajo za približno 2 do 3 “log” v primerjavi s koncentracijami ob 
normalnih pogojih (Hay in sod.,2017). Povečana koncentracija IL-6 se povezuje s ključnimi 
simptomi sindroma, zato se sklepa, da ima IL-6 pomembno patološko vlogo v razvoju in 
poteku CRS (Tanaka in sod., 2016). 
 
 
Slika 3. Patogeneza CRS (1) in CRES (2): (1) Aktivirane CAR T celice (zelene CAR) sproščajo efektorske 
citokine, ki aktivirajo endotelijske celice (roza, E) in antigen predstavitvene celice (sive APC). APC proizvajajo 
visoke količine citokinov, ki sprožijo CRS. (2) CAR T celice penetrirajo krvno-možgansko bariero (angl,. blood-
brain barrier ali BBB) Zaradi različnih faktorjev pride do puščanja BBB in prostega prehoda citokinov v 
centralni živčni sistem. Pericite (rumene, P) in endotelijske celice zaradi efektorskih citokinov proizvajajo IL-6, 
ki še poslabša stanje CRES (prirejeno poTitov in sod., 2018). 
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3.2  NEVROTOKSIČNOST 
Nevrotoksičnost ali CAR T povzročen sindrom encefalopatije (angl. CAR T Related 
Encephalopathy Syndrome ali CRES) je potencial no resen neželeni učinek CAR T celične 
terapije, ki se pojavlja pri tipih zdravljenja, kjer je tarčen antigen CD19. 
3.2.1  Simptomi in ocenjevanje nevrotoksičnosti 
Običajni simptomi nevrotoksičnosti so glavobol, zmedenost, prividi, epileptični napadi, 
anksioznost, tresavica, oslabljena sposobnost pisanja, afazija, zmanjšana zaznava in celo 
koma. Prvi simptomi se običajno pojavijo 4 dni po CAR T terapiji, povprečen čas trajanja je 5 
dni (Gust in sod., 2017). 
 
Skupina MD Anderson Cancer Centre CARTOX je razvila nov ocenjevalni sistem, ki temelji 
na deset točkovni lestvici. Z lestvico se ocenjuje fizične zmožnosti pacientov, kot so 
orientacija v prostoru in času, zmožnost pisanja in branja, ter njihovo psihično stanje. Na 
podlagi teh ocen in nekaj medicinskih parametrov (npr. intrakranialni tlak) se resnost 
nevrotoksičnosti razdeli na 4 stopnje (Neelapu in sod., 2018). 
3.2.2  Patogeneza sindroma sproščanja citokinov 
Do nevrotoksičnosti pride zaradi vstopa visoke količine citokinov v centralni živčni sistem 
(anlg. Central Nervous System ali CNS), a zaenkrtat točna patogeneza še ni poznana. 
Opisanih je bilo nekaj mehanizmov za vstop citokinov v CNS in sicer puščanje krvno-
možganske bariere (angl. blood-brain barrier ali BBB) (slika 3), vstop preko mehanizmov 
aktivnega privzema, vstop preko aktivacije endotelijskih celic in perivaskularnih makrofagov 
ter produkcija citokinov na mestu akumulacije imunskih celic (Felger in Lotrich, 2013). 
 
Pri večini CRES pacientov se v cerebrospinalni tekočini (angl. cerebrospinal fluid ali CSF) 
zazna prisotnost CAR T celic. Vendar pa so CAR T celice v CSF zaznali tudi pri nekaterih 
pacientih, ki niso kazali bolezenskih znakov, kar kaže, da prisotnost CAR T v CSF ni edin 
razlog za razvoj CRES. Poleg tega je bila pri CRES pacientih povišana koncentracija 
nekaterih citokinov v serumu in sicer IL-6, IL-10 in INFg. Noben od teh citokinov pa ni 
specifičen samo za CRES, saj se v višjih koncentracijah pojavljajo tudi pri CRS (Gust in sod., 
2018). Razumevanje mehanizmov nevrotoksičnosti bo ključno za varnejšo uporabo CAR T 
celične terapije in premagovanje neželenih učinkov. 
3.3  TOKSIČNOST ZARADI NAPADA NA ZDRAVE CELIC, KI IZRAŽAJO 
TUMORSKI ANTIGEN 
Toksičnost zaradi napada na zdrave celice, ki izražajo tumorski antigen (angl. On-target off-
tumor toxicity) je toksičnost, značilna za gensko modificirane CAR T celice. Toksičnost 
nastopi kot posledica neposrednega napada na zdravo tkivo, ki izraža ciljani tumorski antigen. 
Neželeni učinki so lahko zelo škodljivi že pri majhnem izražanju ciljanega antigena na 
zdravem tkivu, večje kot je izražanje, višja je možnost za smrt pacienta. Identificiranje 
tarčnega antigena, ki je strogo specifičen za tumorske celice, je lahko zelo zahtevno, sploh pri 
trdnih malignih tumorjih (Sadelain in sod., 2013). 
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3.4  TOKSIČNOST ZARADI NAPADA NA NETARČNI ANTIGEN 
Toksičnost zaradi napada na netarčni antigen (angl. off target toxicity) se pojavi, kadar 
populacija CAR T celic nepričakovano napade nek antigen, ki ni tarčni tumorski antigen ali 
ko se CAR T celice aktivirajo v odsotnosti tarčnega antigena. Večina CAR T celice prepozna 
antigen preko enoverižnega variabilnega fragmenta, pridobljenega iz monoklonskih protiteles. 
Vendar je varnost nekaterih profilov monoklonskih protiteles negotova. In vitro podatki 
kažejo, da lahko sintetični konstrukti sami nosijo tveganje za prepoznavanje netarčnih 
antigenov. Pojav toksičnosti zaradi napada na netarčni antigen je v kliničnih študijah zaenkrat 
zelo redek (Hombach in Abken, 2010). 
3.5  DRUGI NEŽELENI UČINKI 
Poleg omenjenih sindromov in toksičnosti, se pri CAR T celični terapiji lahko pojavljajo še 
drugi neželeni učinki. Med temi so imunosupresija, imunogenost in genotoksičnost. 
Predhodna imunosupresivna terapija pacientov, pred iniciranjem CAR T celic, je povezana z 
večjo protitumorsko učinkovitostjo CAR T celic. Zaradi nje lahko pride do tokičnosti, kot so 
anemija, koagulopatija in nevtropenična sepsa (Dudley in sod., 2002). Do imunogenosti pride, 
če se ScFv domeno pridobi iz mišjih monoklonskih protiteles, kar lahko privede do resne 
anafilakse (Kershaw in sod., 2006). Genotoksičnost potencial no lahko nastopi zaradi uporabe 
virusnih vektorjev pri sintezi CAR T celic, vendar se zaenkrat ta problem v kliničnih študijah 
še ni pokazal (Sun in sod., 2018). 
4    PREMAGOVANJE NEŽELENIH UČINKOV 
Pri širokem spektru neželenih učinkov povezanih s CAR T celično terapijo je smiselno najti 
ravnovesje med učinkovitim zdravljenjem tumorskih celic in nepričakovanimi toksičnostmi. 
Da bi to dosegli, so bile uvedene različne strategije za premagovanje neželenih učinkov. Med 
temi so uporaba zdravilnih učinkovin, samomorilski geni (angl. suicide gene), tarčna 
aktivacija (angl. targeted activation) in druge inovativne strategije. 
 
Na neželene učinke je pomembno pogledati že pred samo celično terapijo. Nekateri pacienti 
imajo večjo možnost, da razvijejo CRS in nevrotoksičnost. Glavni razlogi za predispozicijo 
neželenih učinkov so že prisotna bolezen, trombocitopenija, močno vnete bezgavke in 
prisotnost večjega tumorja (Brudno in Kochenderfer, 2019). Poleg tega je bil zgoden razvoj 
CRS povezan z večjo verjetnostjo resne nevrotoksičnosti.  
4.1  KORTIKOSTEROIDI 
Uporaba kortikosteroidov se je izkazala za učinkovito obvladovanje CRS in nevrotoksičnosti. 
Poleg blaženja škodljivega vnetnega odziva, kortikosteroidi zatirajo delovanje modificiranih 
T celic in povzročajo njihovo apoptozo, kar se odrazi v neučinkoviti terapiji. Zaradi tega 
razloga se jih uporablja v drugi vrsti, ko zdravljenje CRS s anti-IL-6 terapijo ne pomaga 
(Neeplapu, 2019). Najbolj pogosto uporabljen kortikosteroid je deksametazon, ker ima nizko 
izraženo vezavo na plazemske beljakovine, zato lahko hitro difundira v cerebrospinalno 
tekočino ter prodre v osrednji živčni sistem in ker ima daljši razpolovni čas kot ostali 
kortikosteroidi (Balis in sod., 1987). Hujša kot je toksičnost, večji odmerek deksametazona je 
potreben, vendar optimalna količina in čas tretiranja zaenkrat še nista znana.  
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4.2  TOCILIZUMAB 
Razvoj CRS je povezan s sproščanjem velikih količin citokina IL-6, zato se za zdravljenje 
uporablja tocilizumab, ki je humanizirano monoklonsko protitelo proti receptorju za IL-6. 
Zdravilna učinkovina se je nasplošno izkazala za učinkovito, le odzivi so nekoliko varirali 
glede na vrsto CAR T celic, uporabljenih pri terapiji. Učinkovino so leta 2017 odobrili za 
zdravljenje hudega in smrtno nevarnega sindroma sproščanja citokinov pri odraslih, neželeni 
učinki zaradi njene uporabe zaenkrat še niso znani. Čeprav ima tocilizumab jasno vlogo pri 
zdravljenju CRS, še ni jasno ali bi lahko njegovo uporabo ekstrapolirali na zdravljenje 
nevrotoksičnosti. Domneva se, da bi bil neučinkovit zaradi relativno velike molekulske mase 
in posledično nezmožnosti prečkanja krvno-možganske bariere (Le in sod., 2018). 
4.3  SISTEM SAMOMORILSKIH GENOV 
V CAR T celice se vgradi varnostno stikalo, s katerim se lahko obvladuje nepričakovane 
toksičnosti ali popolnoma prekine delovanje celic. Kljub učinkovitosti ta sistem nima 
visokega terapevtskega potencial a v CAR T celični terapiji, ker se z eliminacijo CAR T celic 
zaključi tudi protitumorsko delovanje. Samomorilski gen kodira molekulo, ki omogoča 
selektivno in inducibilno uničenje celice, ki izraža samomorilski gen, ob prisotnosti 
netoksičnega prekurzorja. Obstaja več sistemov samomorilskih genov (Slika 4).  
 
 
Slika 4: Delovanje samomorilskih genov: (a) Sistem HSV-tk/GCV  - HSV-tk ob prisotnosti GCV ustavi 
replikacijo DNK in posledično povzroči celično smrt. (b) iCasp9 se lahko veže z majhno molekulo AP1930, 
posledica tega je dimerizacija iCasp9, kar aktivira apoptozo celice. (c) Ob prisotnosti ustreznega monoklonskega 
protitelesa, ki se veže na specifičen površinski antigen na CAR T celici, pride do od protitelesa/komplementa 
odvisne celične citotoksičnosti (ADCC/CDC) (prirejeno po Sun in sod., 2018). 
 
Molekula HSV-tk (angl. herpes simplex virus thymidine kinase), ki jo izraža samomorilski 
gen, se ob prisotnosti molekule ganciklovir (GCV) z njo poveže v kompleks, ki ustavi DNK 
replikacijo in povzroči celično smrt. (Yasutomo in sod., 2007) Uporaba mehanizma je 
omejena zaradi možne imunogenosti virusnih encimov in dolgega časa (par dni) za popolno 
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eliminacijo celic. Pri nekaterih neželenih učinkih, ko toksičnost predstavlja takojšno grožnjo 
za življenje, dolg časoven okvir delovanja HSV-tk samomorilskega gena ni sprejemljiv 
(Chalmers in sod., 2001). 
 
Samomorilska sistema CD20/mAb in tEGFR/mAb temeljita na izražanju specifičnega 
površinskega antigena na CAR T celicah kot sta CD20 in tEGFR. Ob prisotnosti 
monoklonskih protiteles specifičnih za CD20 ali tEGFR pride do uničenja CAR T celic zaradi 
od protiteles odvisne celične toksičnosti (ADCC) ali od komplementa odvisne citotoksičnosti 
(CDC) (Paszkiewicz in sod., 2016). Kljub neimunogenosti ta metoda še ni bila uporabljena 
kot sistem za odstranjevanje CAR T celic v kliničnih študijah.  
 
Najbolj napreden in učinkovit samomorilski sistem zaenkrat je inducibilna kaspaza 9 
(iCasp9/AP1903). Sistem iCasp9 je sestavljen iz znotrajceličnega dela človeškega proteina 
kaspaze 9 in  FK modificiranega vezavnega proteina, ki veže molekulo AP1903. Ob 
prisotnosti AP1903 molekule himerni protein dimerizira, posledično aktivira celično kaspazo 
3, 6 in 7, kar sproži apoptozo celice. Farmakokinetika molekule AP1903 se je izkazala kot 
varna, celoten sistem iCasp9 pa učinkovit (Gargett in Brown, 2014). Apoptoza celic, ki 
izražajo iCap9, nastopi že 30 minut po končani infuziji AP1903 (Di Stasi in sod., 2011).  
4.4  TARČNANA AKTIVACIJA  
4.4.1  Istočasno ciljanje dveh tumorskih antigenov 
Glede na nizek terapevtski potencial  samomorilskih genov je nastopil interes za razvoj CAR 
T celic, katerih aktivacijo bi bilo mogoče nadzorovati z različnimi signali. Posamezen signal 
bi aktiviral ali utišal delovanje CAR receptorja za en sam specifičen antigen. V tem primeru 
so T celice modificirane tako, da izražajo dva CAR, ki sta specifična za dva različna tumorska 
antigena. Tako se zagotovi, da do njihove aktivacije pride samo na tumorski celici. S tem bi 
predvsem preprečili neželene učinke kot je toksičnost zaradi napada na zdrave celice in 
toksičnost zaradi napada na netarčni antigen. Aktivacijo T celic s ciljanjem na dva specifična 
antigena lahko dosežemo na več načinov. 
 
Sistem dvojni CAR to doseže z “delitvijo” aktivacijskega signala na dva CAR konstrukta  in 
sicer na CAR, ki povzroči nepopolno aktivacijo ob vezavi enega antigena in na himerni 
kostimulatorni receptor (CCR), ki prepozna drugi antigen in prispeva k popolni aktivaciji 
(Slika 5 (a)) (Kloss in sod., 2013). Enak rezultat se lahko doseže s tandem CAR (Tan-CAR) 
sistemom. Na T celici je izražen en CAR, na njegovo signalno domeno sta tandemsko vezani 
dve scFv domeni, specifični za različne tumorske antigene. ScFv domeni sta povezani z Gly-
Ser povezovalnim mostičkom. T celica se aktivira ob prisotnosti obeh tumorskih antigenov 
(Slika 5 (c)) (Grada in sod., 2013). Pri CAR + iCAR sistemu se na T celici izrazi CAR 
specifičen za tumorski antigen, ki se ob njegovi prisotnosti popolnoma aktivira in inhibitorni 
CAR (iCAR), ki je specifičen za antigen, prisoten na zdravih celicah. Če se tako modificirana 
T celica poveže na zdravo celico, ki izraža oba antigena, bo zaradi delovanja inhibitorne enote 
aktivacija T celice minimalna (Slika 5 (b)) (Fedorov in sod., 2013). Sistem SynNotch prav 
tako potrebuje dva antigena za aktivacijo, ta poteka v dveh korakih. Najprej synNotch 
receptor prepozna tumorski antigen, ob njegovi vezavi se sproži signal, ki iz citoplazemskega 
repa synNotch receptorja sprosti transkripcijski faktor. V drugem koraku transkripcijski faktor 
sproži prepis za CAR za drug tumorski antigen. Ob vezavi tega antigena na CAR se celica 
aktivira (Slika 5 (c)) (Sun in sod., 2018). 
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Slika 5: Ciljanje dveh tumorskih antigenov: (a) T celice izražajo CAR in himerni kostimulatorni receptor (CCR), 
vsak je specifičen za različen tumorski antigen. Samo v prisotnosti obeh tumorskih antigenov bo prišlo do 
popolne aktivacije. (b) T celice izražajo CAR, ki je specifičen za tumorski antigen in inhibitorni CAR (iCAR), ki 
je specifičen za površinski antigen na zdravih celicah. Ob prisotnosti antigena zdrave celice se bo aktivirala 
iCAR domena in inhibirala aktivacijo T celice. (c) Na T celici je izražen CAR, ki ima na signalno domeno 
vezane dve scFv domene. T celica se aktivira samo ob prisotnosti dveh antigenov. (d) Sistem synNotch poteka v 
dveh korakih. Vezava tumorskega antigena na synNotch receptor sproži odcep transkripcijskega faktorja (TF). 
TF sproži prepis drugega CAR, ta ob prisotnosti ustreznega antigena aktivira modificirano T celico (Sun in sod., 
2018). 
4.4.2  Aktiviranje preko stikala 
Možnost induciranja aktivacije CAR T celic omogoča natančno regulacijo trajanja, lokacije in 
intenzivnosti celične terapije. S tako modificiranimi CAR T celicami bi lahko omilili ali 
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ustavili neželene učinke, ki se pojavijo predvsem zaradi prekomerne aktivacije celic in 
posledično prekomerne sinteze citokinov. Glavni med njimi je sindrom sproščanja citokinov.  
 
Sistem z uporabo CAR T celic s “stikalom” omogoča natančno regulacijo trajanja, lokacije in 
intenzivnosti celične terapije. Wu in sodelavci (2015) so opisali pristop za regulacijo T 
celične aktivacije z uporabo majhnih molekul. Avtorji so CAR ločili na dva dela in sicer na 
izvencelično antigen vezavno domeno in na znotrajcelično domeno. Domeni lahko tvorita 
heterodimer le ob prisotnosti specifične majhne molekule (Slika 6 (a)). Ta pristop ima visok 
potencial  v terapevtski uporabi. Druga študija (Juillerat in sod., 2016) je pokazala, da je 
možno CAR ločiti na več različnih načinov, v vseh primerih pa je za aktivacijo potrebna 
specifična majhna molekula, ki sproži dimerizacijo obeh domen. 
 
Kot stikalo za CAR se lahko uporabi metoda, ki temelji na rekombinantnih protitelesih. V tem 
primeru prisotnost rekombinantnih protiteles vpliva na aktivacijo CAR T celice. 
Rekombinantno protitelo je sestavljeno iz antigen-vezavnega fragmenta (angl. antigen-
binding fragment ali Fab), ki je specifičen za tumorski antigen in peptidnega neo-epitopa 
(PNE). ScFv domena CAR je specifična za PNE. Tako se preko rekombinantnega telesa CAR 
posredno poveže s tumorskim antigenom in sproži aktivacijo aktivira (Slika 6 (b)) (Rodgers in 
sod., 2016). 
 
Slika 6: Aktiviranje CAR preko stikala: (a) CAR je ločen na dva dela, ki ob prisotnosti specifične majhne 
molekule dimerizirata in aktivirata T celico. (b) Rekombinantno protitelo, sestavljeno iz antigen-vezavnega 
fragmenta (Fab) in peptidnega neo-epitopa (PNE), se s Fab domeno poveže na tumorski antigen, PNE del nato 
preko povezave z scFv domeno CAR aktivira modificirano T celico (Sun in sod., 2018). 
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4.4.3  Aktivacija s signalom 
Drugačen pristop za izboljšanje varnosti je uporaba CAR, ki temelji na principu aktivacije z 
signalom  (angl. stimuli-responsive CAR). CAR se aktivira le ob stiku z določenimi fizičnimi 
značilnostmi na tarčnem mestu, kar omogoča lokalizirano prepoznavo tumorja in aktivacijo 
zgolj ob tumorju. Primer takšne modifikacije CAR receptorjev so maskirani CAR (angl. 
masked CAR ali mCAR). mCAR vsebuje maskirni peptid, ki je na receptor pripet s 
povezovalno domeno in preprečuje vezavo antigenov na zunajcelično domeno CAR. Ustrezna 
proteaza lahko razcepi povezovalno domeno, sprosti maskirni peptid in omogoči vezavo 
antigena na receptor (Slika 7). Ta konstrukt preprečuje aktivacijo T celic zunaj tarčnega 
mesta, aktivirajo se, ko dosežejo tumorsko mikrookolje, kjer se izločajo proteaze, ki lahko 
razgradijo povezovalno domeno (Teresa in sod., 2020). Han in sodelavci (2017) so v okviru 
predklinične študije pripravili mCAR T celice tretje generacije, ki so pokazale primerljivo 
učinkovitost s običajnimi CAR T celicami, vendar so imele boljši varnostni profil.  
 
 
Slika 7: Maskirani CAR: Maskirni peptid je preko povezovalne domene povezan na mCAR. Ob prisotnosti 
specifičnih tumorskih proteaz, ki cepijo povezovalno domeno, se maskirni peptid odcepi in receptor se lahko 
poveže s tarčnim antigenom (prirejeno po Sun in sod., 2018). 
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4.5  INHIBITOR CITOKINOV TO-207 
Uporaba inhibitorja citokinov TO-207 (ali JTE-607) je nov pristop za zdravljenje 
prekomernega sproščanja citokinov pri CRS in daje obetavne rezultate.  TO-207 je majhna 
molekula, ki deluje na podenoto RNA endonukleaze, s tem inhibira končno procesiranje 
mRNA in posledično zavre sekrecijo različnih citokinov (Kakegawa in sod., 2019). Futami in 
sodelavci (2020) so razvili in vitro model, ki natančno rekapitulira sindrom sproščanja 
citokinov. Aktivirane CAR T celice so aktivirale monocite in sproščanje citokinov kot so 
IFN-γ, TNF-α, MIP-1α, M-CSF, IL-6, MCP-1, IL-1β, and IL-8. Inhibitor TO-207 je 
specifično inhibiral vnetne citokine monocitov kot so IL-6, IL-1β, MCP-1, IL-18, IL-8, in 
GM-CSF, ni pa imel inhibitornega učinka na delovanje CAR T celic. Zaradi selektivne 
inhibicije citokinov ima TO-207 visok potencial  za zdravljenje CRS povezanega s CAR T 
celično terapijo. 
4.6  ANAKINRA 
Dve neodvisni klinični študiji sta pokazali, da je v humaniziranem mišjem modelu razvoj 
CRS in nevrotoksičnosti poleg IL-6 spodbudil tudi IL-1b. V obeh primerih so za zdravljenje 
uporabili učinkovino Anakinra, ki je antagonist receptorju za IL-1 (Norelli in sod., 2018; 
Giavridis in sod., 2018). Trenutno še poteka študija, ki ugotavlja učinkovitost spojine 
Anakinra (NCT04148430). 
5    ZAKLJUČKI 
Nedvomno je CAR T celična terapija ena izmed najbolj obetavnih nedavnih iznajdb na 
področju zdravljenja raka. Njen potencial  je visok in ponuja učinkovito zdravljenje ne-trdnih 
tumorjev. Zaenkrat terapija še ne deluje uspešno pri zdravljenju trdnih tumorjev, a se vedno 
več rešitev kaže tudi na tem področju. Glavni problem je torej toksičnost neželenih učinkov, 
ki se kaže v široki paleti bolezenskih stanj, vse od blage vročine do smrti bolnikov. Čeprav 
največkrat resne probleme povzroča sindrom sproščanja citokinov, je morda nevrotoksičnost 
tista, kateri bi morali v prihodnosti posvetiti veliko več pozornosti. Pri CRS je patogeneza do 
neke mere poznana, prav tako obstajajo zdravilne učinkovine, kot je Tocilizumab, ki lahko 
simptome umirijo, brez prekinitve delovanja celične terapije. Na drugi strani je patogeneza 
nevrotoksičnosti slabo razumljena, učinkovito zdravilo pa še ni odkrito.  
 
Seveda bi bilo namesto iskanja zdravilnih učinkovin najboljše razviti tako modificirane CAR 
T celice, da neželenih učinkov sploh ne bi povzročale. Razvijanje prihodnjih generacij CAR-
tehnologije že poteka, znanstveniki stremijo k ustvarjanju večnamenskih pametnih T celic, ki 
bodo zmožne ustvarjati kompleksne sintetične imunske odgovore in prilagoditi svojo 
aktivnost različnim tipom raka z izkoriščanjem tumorskega mikrookolja v svojo korist. 
Dosedanje študije z uporabo mehanizmov ciljanja dveh tumorskih antigenov, aktivacije s 
stikalom in aktivacije z dražljajem zbujajo optimističen pogled v prihodnost, vsekakor pa bo 
za varno uporabo CAR T celične terapije potrebno še veliko raziskav in inovacij. 
 
Poleg naštetega bo za širšo komercialno uporabo terapije potrebno poleg zmanjšanja 
neželenih učinkov najti rešitev še za njeno visoko ceno. CAR T celična terapija namreč 
predstavlja veliko finančno breme, tako za zdravstvene sisteme kakor tudi za paciente.  
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